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1.   DẪN NHẬP
Chẩn đoán bệnh là nhiệm vụ thiết yếu của thú-y sĩ để đóng góp vào sự duy trì sức khoẻ đàn thú nuôi, giảm thiệt hại kinh tế cho người nuôi và bảo vệ an ninh thực phẩm cho người tiêu thụ thịt. Đoán bệnh chính xác tùy thuộc vào kiến thức bệnh lý, kinh nghiệm của người thầy thuốc và là một nối kết giữa nghệ thuật và khoa hoc mang đầy thử thách, đôi khi còn vượt hẳn y-khoa của con người vì (a) Thông tin từ người chăm sóc thú thường không giúp người thú-y lập được lịch sử bệnh với những chi tiết đầy đủ và đáng tin cậy. Người nuôi thú thường không quan sát kỹ thú nuôi trong thời gian trước khi bệnh bộc phát, (b) Thú không thể nói được như người nên cảm nhận của con bệnh không thể được  diễn tả và (c) Đa số những triệu chứng ban đầu của thú bệnh quan sát được đều mang tính chất tổng quát không giúp ích nhiều trong sự phân biệt những bệnh khác nhau. Bù lại, người thú y có thể lấy được nhiều chi tiết quan trọng cho việc chẩn bệnh từ bệnh tích trên thú bệnh và mẫu vật cho những phân tích trong phòng thí nghiệm, bằng sự khám nghiệm tử thi (autopsy). Dù rằng các dữ kiện thu thập được từ thú bệnh và các đặc điểm về bệnh tích trên xác thú đủ để cho nhà bệnh lý học đi đến một kết luận khá chắc chắn về căn bệnh, điều kiện ắt có vẫn là sự hiện diện của tác nhân gây bệnh mà ta nghi ngờ ở thú bệnh hoặc mẫu vật từ bệnh tích. Mầm bệnh ly trích phải đáp ứng đầy đủ những điều kiện của định đề Koch. Sự xác minh này đòi hỏi nhiều thời gian và công sức với kỹ thuật nuôi cấy, nhân giống, và định danh vi sinh vật. Những bệnh quan trọng ở thú nuôi phần lớn là bệnh truyền nhiễm có khả năng gây dịch hoặc tổn thất nặng nề về kinh tế. Do đó khi bệnh đã bộc phát, sự chữa tri và phòng ngừa lây nhiễm cần được thi hành tức khắc và thường thì chúng ta không có đủ thời giờ để chờ đợi kết quả phân lập vi sinh.

 Thử nghiệm miễn dịch đánh dấu là cách nhanh nhất để giải quyết vấn đề này mà phổ biến nhất là ELISA hay thử nghiệm miễn dịch ngoại hấp nối với giếu tố (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Tuy trong nước đã có người sử dụng những bộ chẩn đoán ELISA nhập khẩu đắt tiền, số người am hiểu kỹ thuật miễn dịch đánh dấu vẫn không nhiều. Ngay cả đối với sinh viên ngành Thú y Chǎn nuôi (TYCN), không có mấy người có được kinh nghiệm thực tiễn dù đã biết thử nghiệm này qua các bài giảng về miễn dịch học hoặc phương pháp chẩn đoán. Nhìn  lại những công trình nghiên cứu trong nước và những dịch vụ cho giới chǎn nuôi từ các trường sở TYCN, ai ai cũng có thể nhận thấy rằng kỹ thuật dùng phản ứng miễn dịch đánh dấu vẫn chưa phổ biến rộng rãi. Lỗ hổng này đã giới hạn không ít những đóng góp ý nghĩa của TYCN trong chẩn đoán bệnh, ngǎn ngừa bệnh, và quy hoạch đối phó với dịch bệnh, điển hình nhất là bài học rút tỉa từ dịch cúm gia cầm vừa qua.

Bài viết này thảo luận chi tiết về kỹ thuật miễn dịch đánh dấu  để giúp người đọc nắm vững cơ nguyên thử nghiệm và cách diễn dịch nó thành hệ thống trong tiến trình của thử nghiệm. Mục tiêu thứ hai của bài này là giới thiệu vài tiến bộ gần đây trong sự điều chế kháng thể đơn dòng (Monoclonal antibody), kháng thể siêu vi (Phage Antibody) mà có thể sử dụng trong miễn dịch đánh dấu để tăng tính chuyên biệt hoặc chính xác của thử nghiệm. Sự trình bày ở đây sẽ cho thấy vì sao chúng ta cần khởi xướng và phổ biến việc chế tạo và sử dụng phản ứng miễn dịch đánh dấu bằng phương pháp gián tiếp.

2.   KỸ THUẬT MIỄN DỊCH ĐÁNH DẤU
Từ đầu thế kỷ 20, người ta đã tìm thấy rằng sự tương tác giữa kháng nguyên (KN) và kháng thể (KT) trích từ huyết thanh của thú chủng với cùng nguồn kháng nguyên hết sức chuyên biệt. Phản ứng gây nối kết chỉ xảy ra giữa kháng thể và kháng nguyên dùng để tạo ra nó và kháng thể như có được khả năng phân biệt, không gắn vào những phân tử có cấu trúc tương tự như kháng nguyên của nó (Landsteiner,1917 dựa theo Volk et al. 1986). Khai thác những đặc tính và hàm lượng kháng nguyên đưa đến sự hình thành của thử nghiệm kết dính (Agglutination), kết tụ hồng cầu ( Hemagglutination), khuếch tán trên thạch (Gel Diffusion) để xác định sự hiện diện của mầm bệnh trong mẫu máu hoặc mẫu mô ở thú mắc bệnh. Nhưng chúng ta cần đánh dấu kháng nguyên hoặc kháng thể để theo dõi phản ứng miễn dịch khi nó xảy ra ở cấp độ không thể quan sát được bằng mắt thường. Đánh dấu kháng nguyên bằng đồng vị phóng xạ đã được dùng trong sự định lượng các kích thích tố trong máu bằng thử nghiệm miễn dịch mang đồng vị phóng xạ (Radioimmunoassay, RIA) dựa vào sự cạnh tranh giữa kháng nguyên có và không có đánh dấu cho những chỗ bám trên kháng thể. Với khuynh hướng không dùng đồng vị phóng xạ và khó khăn trong việc xử lý chất thải có đồng vị phóng xạ đã đưa đến sự tìm thấy những hợp chất đánh dấu mới. Ngày nay một số lớn những thử nghiệm thông dụng đều cần đến kháng thể đánh dấu bằng giếu tố (enzyme), chất phát huỳnh quang, chất cản được tia điện tử (electron beam) như vàng và ferritin.

2.1.   Dạng thức thử nghiệm 
Tất cả những thử nghiệm miễn dịch đánh dấu (Immunolabelling) đều dựa theo ba dạng thức tổng quát như sau:

a. Dạng thức trực tiếp         KN (X) + (Anti-X) KT@ ( Kháng thể đánh dấu )

Chúng ta cần tạo điều kiện tối ưu để kháng nguyên bám vào mặt cứng qua sự ngoại hấp (Adsorption) trước khi kháng thể đánh dấu được thêm vào trong phản ứng. Đây cũng là dạng thức dùng trong những phản ứng kết dính (Agglutination), khuếch tán trên thạch (Gel diffusion) chỉ có điều khác là kháng thể sử dụng được đánh dấu để chúng ta có thể theo dõi phản ứng diễn ra ở mức vi lượng. 

b. Dạng thức gián tiếp        KN (X) + (Anti-X) KT + (Anti-IgG) KT@    

Ở đây, kháng nguyên được đặt tên là X; (Anti-X) KT là kháng thể thứ nhất chống lại kháng nguyên X (giả định là từ chuột): (Anti-IgG) KT@ là kháng thể được đánh dấu và là kháng thể chống lại -Immunoglobulin của chuột).

Như trên, KN(X) được ngoại hấp trên mặt cứng. Do ái lực giữa kháng nguyên X và kháng thể chống lại X, kháng thể thứ nhất sẽ gắn vào kháng nguyên . Nếu kháng thể này đã được sản xuất từ chuột , thì kháng thể thứ cấp phải được chế tạo từ một loài thú khác dùng -immunoglobulin của chuột làm nguồn kháng nguyên trước khi nó được ly trích và đánh dấu. Nhiều kháng thể trung gian (kháng thể thứ ba, thứ tư v.v.) có thể được thêm vào với điều kiện làkháng thể sau cùng là KT@ (kháng thể có đánh dấu). Do lý do kinh tế, ít khi dạng thức gián tiếp được sử dụng với hơn 3 kháng thể.

c. Dạng thức bánh kẹp ( Sandwich)

       (Anti-X) KT  +   KN (X)  +  (Anti-X) KT@                                               (Trực Tiếp )      

       (Anti-X) KT  +   KN(X)   +  (Anti-X) KT    +  (Anti-IgG chuột ) KT@     (Gián Tiếp)        

           (từ thỏ)                                   (từ chuột )               

Trong dạng thức này, kháng thể thứ nhất là kháng thể chống X, bám vào mặt cứng bằng sự ngoại hấp. Kháng nguyên X bị kẹp giữa hai lớp kháng thể chống lại X. Kháng thể thứ hai có thể là kháng thể được đánh dấu (Phương pháp trực tiếp) chống X hay chỉ là kháng thể chống X đơn thuần. Kháng thể  thứ ba là kháng thể đánh dấu (Phương pháp gián tiếp). Sự kết nối giữa những thành phần trong thử nghiệm tạo thành một dây chuyền trong đó sự tương tác miễn dịch là lực nắm giữ hai thành phần kế tiếp nhau. Điều này có nghĩa là nếu chúng ta dùng KT@ với khả năng chống lại -immunoglobulin (IgG) của thỏ, sản xuất từ heo, nó không thể nào gắn được vào dây chuyền khi kháng thể thứ hai (chống X) được sản xuất từ chuột.

Sự đặt tên cho những thử nghiệm không dựa vào dạng thức sử dung mà dựa vào mặt cứng ngoại hấp và hợp chất đánh dấu. 

- ELISA là thử nghiệm miễn dịch đánh dấu trong đó hợp chất đánh dấu là một giếu tố (enzyme) và phản ứng được thực hiện qua sự ngoại hấp của kháng nguyên hoặc kháng thể trên mặt giếng của dĩa nhựa (microtiter plate) hay mặt thủy tinh (microscopic slide). 

- Thấm lọc miễn dịch (Immunoblot) là tên gọi của thử nghiệm đánh dấu thực hiện bằng cách cố định kháng nguyên hoặc kháng thể trên mặt giấy thấm nitrocellulose bằng ngoại hấp, bằng phản ứng liên kết hoặc bằng sự chuyển protein từ thạch qua mang giấy lọc. Ở đây, hợp chất đánh dấu đã không được nhắc đến vì kỹ thuật này có thể áp dụng cho kháng thể thứ cấp đánh dấu bằng giếu tố, chất huỳnh quang hay với phân tử vàng. 

- Điểm miễn dịch (Immunodot) là thử nghiệm trong đó thành phần đầu tiên giới hạn trong một điểm nhỏ chứa khoảng 1-5 µl mẫu trong giếng của dĩa nhựa hay trên giấy lọc và kháng thể có thể được đánh dấu  bằng giếu tố, đồng vị phóng xạ. Nếu dùng giếu tố, cần chọn hợp chất tạo màu và trầm hiện được.

- Kháng thể huỳnh quang (Fluorescent Antibody Technique, FAT). Tên của thử nghiệm này nói rõ là kháng thể đánh dấu là hợp chất có khả năng  phát huỳnh quang.

- Miễn dịch đánh dấu bằng vàng (Gold Immunolabelling). Mẫu mô hoặc kháng nguyên bị cố định trên mạng lưới (grid). Kháng thể gắn kết với kháng nguyên được đánh dấu với vàng hay ferritin là để ngăn chận sự xuyên thấu của tia điện tử (electron beam) chiếu vào mẫu vật khi dùng kính hiển vi điện tử. Nơi phân tử vàng hoặc ferritin nằm là nơi có màu đen giúp ta định vị kháng nguyên trong tế bào.

2.2.   Đánh dấu kháng thể  bằng Giếu tố
Trên lý thuyết bất cứ giếu tố nào cũng có thể dùng để gắn vào với kháng thể. Nhưng trên thực tế, sự lựa chọn rất là giới hạn và chỉ gồm có peroxidase lấy từ củ cải trắng (Horse radish peroxidase, HRPO), alkaline phosphatase (AP), Urease, -glucosidase. Yếu tố chi phối sự lựa chọn này là (a) sự phong phú của giếu tố trong thiên nhiên, (b) giá thành khi ly trích, (c) sự dồi dào của những hợp chất (Substrate) mà dưới ảnh hưởng của giếu tố sẽ tạo ra sản phẩm có màu hòa tan hoặc trầm hiện. Giếu tố có thể được gắn vào kháng thể bằng nhiều phương pháp như trình bày trong Bảng 1. Sự liên kết rất dể thực hiện, tiêu biểu là phương pháp Glutaraldehyde 2 bước như sau :

a. Ủ giếu tố HRPO (khoảng 10 mg) trong 0,2 ml dung dịch đệm phosphate (100 mM,  pH 6,8 ) với  Glutaraldehyde dư thừa trong 18 giờ ở nhiệt độ thường.

b. Loại bỏ Glutaraldehyde bằng cách lọc qua thạch (Gel Filtration) trên cột Sephadex G-25 đã chứa sẵn nước muối 0,9 %.

c. Cô đọng liên kết HRPO-Glutaraldehyde lại còn 1 ml.

d. Cho vào kháng thể  (5 mg/ml nước muối sinh lý) và 0,2 ml dung dịch đệm sodium bicarbonate (500 mM, pH 9,5). Giữ ở 40 C qua đêm. Ngăn cản những         nhóm còn hoạt tính với 0,1 ml lysine (1 M) trong 2 giờ.

e. Lọc thẩm thấu (dialyse) qua đêm với nước muối có dung dịch đệm phosphate

(PBS), sát trùng bằng màng lọc 0,22 ìm.







Bảng 1: Phương pháp liên kết protein

------------------------------------------------------------------------------------------------------------

 Tên liên hợp                
     Gốc hóa học          
Tài liệu tham khảo      

                                             thay đổi       
được nối


------------------------------------------------------------------------------------------------------------Glutaraldehyde 

     Một Bước                          --NH2              --NH2           
Avrameas  and  Ternyck (1969)  

     Hai Bước                          --NH2               --NH2   

O'Sullivan et al., (1979)

Carbodiimide                          -COOH         --NH2         
Liddel and Cryer (1991)                                                 

Periodate                                 -CH = O        --NH2        
O'Sullivan et al., (1979)                                                   

Bis-diazobenzidine                 Tyrosine        Tyrosine     
Harlow and Lane (1988)

Succinimide/ Maleimide        --NH2 /-SH    --NH2/-SH   
O'Sullivan et al., (1979)

Imidates                                  --NH2             --NH2         
O'Sullivan et al., (1979)

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Muốn sử dụng dạng thức trực tiếp của phản ứng miễn dịch đánh dấu, chúng ta phải tự liên kết kháng thể với giếu tố. Điều khó khăn là sau khi tạo nối những sản phẩm không thích hợp như liên kết giữa hai kháng thể, giữa hai giếu tố cần phải được loại trừ. Lượng kháng thể - giếu tố liên kết thu hoạch được thường thấp và thay đổi từ lô này đến lô khác (batch variation). Chúng ta cũng cần xác minh là những gốc hóa học nối với nhau không ảnh hưởng đến ái lực của kháng thể với kháng nguyên. Khi cần chẩn đoán nhiều bệnh khác nhau, kháng thể chống lại mỗi loại kháng nguyên phải được gắn với giếu tố trong từng phản ứng riêng rẽ. Điều này sẽ làm trì trệ thêm thời gian cần để xây dựng bộ chẩn đoán. Ngược lại nếu chúng ta sử dụng dạng thức gián tiếp và quyết định mua kháng thể thứ cấp đã đánh dấu với giếu tố thì hầu như ngay khi thu hoạch kháng thể thứ nhất chúng ta đã có trong tay bộ thử nghiệm chẩn đoán.

Thí dụ chúng ta khởi xướng việc lập thử nghiệm ELISA theo dạng thức gián tiếp và chọn heo làm thú cơ bản cho việc sản xuất kháng thể. Ta, do đó, cần mua kháng thể chống IgG heo liên kết với HRPO (anti-swine IgG antibody-HRPO Conjugate). Nếu dự định làm 3 thử nghiệm để chẩn đoán 3 bệnh khác nhau, ta cần 3 con heo, mỗi con sẽ được tiêm chủng với một loại vi trùng mất hoạt tính. Trong vòng 1 đến 1½ tháng, thu hoạch kháng thể từ huyết thanh của mỗi con thú. Ba thử nghiệm sẽ dùng chung một hệ thống đánh dấu:

              KN(1)    +   Anti-(1) KT   +   (Anti-IgG heo) KT-HRPO

              KN(2)    +   Anti-(2)KT    +   (Anti-IgG heo) KT-HRPO

              KN(3)    +   Anti-(3)KT    +   (Anti-IgG heo) KT-HRPO

Chúng ta thấy rõ qua thí du trên chỉ với một vài hợp chất chúng ta có thể nâng cấp một phòng thí nghiệm từ không có khả năng chẩn đoán lên thành một phòng thí nghiệm có thể đáp ứng được với tất cả nhu cầu chẩn đoán. 

2.2.1.    Tiến trình ELISA thực hành

Với lý thuyết cơ bản về thử nghiệm miễn dịch đánh dấu chúng ta sẽ thấy cách tiến hành trong thực tế một thử nghiệm ELISA để tìm siêu vi cúm H5N1 bằng dạng thức bánh kẹp (Sandwich ELISA).

2.2.1.1.    Vật liệu và môi trường

a. Kháng thể chống IgG heo nối với peroxidase (mua từ Sigma).

b. Carbonate-Bicarbonate Buffer (pH 9,6). Trong 100 ml dung dịch đệm có 0,16 g Na2 CO3 và 0,293 g NaHCO3. Trữ ở 4o C và không quá 2 tuần.

c. Phosphate Buffered Saline (PBS). Dung dịch này chứa 8 g NaCl;  0,2 g KCl; 1,44 g Na2HPO4;  0,24 g KH2PO4. Hòa tan những chất này trong 800 ml, chỉnh pH đến 7,2 rồi thêm nước đến 1 lít. Sát trùng bằng nồi áp suất (autoclave) và trữ ở nhiệt độ thuờng hoặc tủ lạnh.

d. Dung dịch albumin từ huyết thanh bò (Bovine Serum Albumin, BSA). Hòa tan 0,1 g BSA (fraction V từ Sigma) trong 100 ml PBS. Có thể thay thế BSA bằng casein hoặc bột sữa (milk powder).

e. Orthophenylene Diamine (OPD). Hòa tan 40 mg orthophenylenediamine trong 5 ml methyl alcohol, thêm nước thành 100 ml. Cách thứ  hai là pha chế 0,1 M citric acid stock solution (1,92 g trong 100 ml nước) và 0,2 M phosphate stock solution (2,84 g Na2HPO4 trong 100 ml nuớc). Trước khi sử dụng OPD, trộn 24,3 ml citric acid với 25 ml phosphate và 50 ml nước. Sau đó cho 40 mg OPD vào. OPD dễ bị hủy hoại bởi ánh sáng, khi điều chế dung dịch cần phải bọc giấy màu đen chung quanh chai.

f. Sulfuric acid (2,5 M). Nhỏ 14 ml sulfuric acid đậm đặc vào 800 ml nước sau đó thêm nước vào thành 1 lít dung dịch.

g. PBS/Tween 20. Trộn đều 0,5 ml Tween 20 vào 1000 ml PBS.

h. Mẫu vật cần chẩn đoán: huyết thanh từ gà, vịt, heo hay người. Thể tích huyết thanh cần cho ELISA rất nhỏ. Nên dùng micropipette bằng thủy tinh, loại thường dùng để đo hematocrit dung tích 100 µl hoặc 200 µl. Mẫu phân cần trộn với PBS rồi lọc qua màng lọc 0,22 ìm. 

2.2.1.2.  Phạm vi áp dụng:Định tính và định lượng siêu vi cúm serotype H5N1 ở gia             cầm, heo và người

(i)  Nguyên tắc.  

Siêu vi nếu có trong mẫu máu sẽ bị bắt giữ giữa hai lớp kháng thể chống influenza A (serotype H5N1) sản xuất từ thỏ và từ heo. Kháng thể chống lại gamma immunoglobulin heo nối với peroxidase sẽ được giữ lại với hợp phức và biến OPD thành hợp chất có màu. Xác định sự hiện diện của Influenza virus trong mẫu là bằng chứng tốt nhất trong sự định bệnh. Điều này hơi khó vì hiếm khi influenza virus xuất hiện trong máu. Đó là lý do ELISA dạng bánh kẹp được sử dụng để bắt lấy những phần tử siêu vi nào có trong mẫu máu.

(ii)   Tiến trình

1.
Nhỏ vào 200 µl dung dịch lấy từ huyết thanh thỏ có kháng thể chống lại   influenza virus. Để qua đêm trong tủ lạnh hoặc 1 giờ ở nhiệt độ thường.

2.
Rửa 3 lần với PBS/Tween 20, 200 µl mỗi lần.  

3.
Cho vào 200 µl dung dịch BSA ( 0,1 %). Chờ 30 phút.

4.
Rửa giếng 3 lần, mỗi lần dùng  200 µl  PBS/Tween 20.

5.
Nhỏ 150 µl huyết thanh từ mẫu máu của thú hay người cần được chẩn đoán, pha loãng nếu cần. Chờ 30 phút.

6.
Rửa giếng 3 lần , mỗi lần dùng  200 µl PBS/Tween 20.

7.
Cho vào giếng 150 µl huyết thanh heo có chứa kháng thể chống influenza virus. Chờ  30 phút.

8.
Rửa giếng 3 lần , mỗi lần dùng  200 µl PBS/Tween 20.

9.
Cho vào 120 µl kháng thể đánh dấu (Kháng thể chống gamma immunoglobulin heo kết với peroxidase). Chờ 1 giờ.

10.
Rửa giếng 3 lần , mỗi lần dùng  200 µl  PBS/Tween 20.

11.
Thêm 50 µl hydrogen peroxide (H2O2 ) vào dung dịch OPD và nhỏ vào mỗi giếng  200 µl.  Chờ sự tạo màu trong 30 phút.

12.
Ngưng phản ứng bằng 50 µl sulfuric acid nhỏ vào mỗi giếng.

13.
Đọc kết quả bằng mắt thường hay đo Absorbance ở 492 nm.

 Thử nghiệm miễn dịch đánh dấu dựa vào hiện tượng ngoại hấp nên phản ứng được thực hiện ngay trong giếng của dĩa nhựa (microtiter plate) (Hình 1), trên giấy thấm hay màng lọc nitrocellulose, trong ống nghiệm hay mặt thủy tinh (microscopic slide). Ngoại hấp là một tiến trình chậm và chịu ảnh hưởng của pH và nhiệt độ. Chất đầu tiên vì thế phải được pha trong dung dịch đệm pH khoảng 9 - 9,6 và cho tiếp xúc với mặt cứng ở nhiệt độ thường không ngắn hơn 1 giờ hoặc ở nhiệt độ tủ lạnh qua đêm. Theo kinh nghiệm riêng của tác giả, một số lớn những thất bại trong thử nghiệm miễn dịch đánh dấu đều do người làm thí nghiệm không để ý đến hoặc quên mất ảnh hưởng của pH. Tuân thủ quy luật gây tương tác dây chuyền giữa những thành phần trong phản ứng đòi hỏi sự hiện hữu của một ái lực giữa hai thành phần tiếp cận nhau và ta phải làm thế nào đế mỗi thành phần chỉ có thể bám vào thành phần đi trước mà thôi. Điều này là lý do dùng albumin trong huyết thanh bò, sữa bột hay casein để lấp hết những chỗ bám còn lại trên mặt cứng trong bước thứ ba trên đây và rửa sạch mặt cứng nhiều lần trước và sau khi một thành phần mới được đưa vào  phản  ứng.
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Hình 1: Đĩa nhựa có 96 giếng dùng trong kỹ thuật ELISA

(http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Microtiter_plate.JPG)

2.2.2.    Phí tổn của thử  nghiệm  ELISA tự chế.

Kháng thể liên kết với hợp chất đánh dấu như HRPO, alkaline phosphatase trên thị trường thường được xài ở độ pha loãng 1:10.000 hay 1:20.000 cho nên khi tính đến phí tổn trực tiếp từ những hóa chất dùng trong thử nghiệm, nó chỉ vào khoảng 21,80%. Tổn phí do những thành phần khác như sau: 

Dung dịch đệm, pH 9,6               1,02 %

Dung dịch rửa                            60,67 %

Dung dịch lấp chỗ bám               1,28 %

Chất tạo màu                               3,75 %

Acid ngưng phản ứng                11,48 %

Kháng thể đánh dấu                  21,80 %  

Chi phí nặng nhất là do đĩa nhựa và đầu  pipet, chiếm gần 65,3 % tổng phí. Tuy vậy, tổng phí cho 100 mẫu chỉ vào khoảng  61.300 đồng VN.

2.2.3.    Các hợp chất tạo màu của Giếu tố  
Sau khi kháng thể đánh dấu bằng giếu tố được cho vào, bước kế tiếp trong tiến trình của phản ứng miễn dịch đánh dấu, là thêm vào hợp chất  tạo màu. Sự hiện diện của giếu tố sẽ biến đổi hợp chất này thành sản phẩm có màu ở dạng hòa tan hay trầm hiện (phản ứng dương tính). Ngược lại phản ứng âm tính sẽ không có màu.

Trong trường hợp sản phẩm là hợp chất hòa tan và có màu, kết quả thử nghiệm có thể phân biệt bằng mắt thường hoặc đọc mật độ quang học (Optical density) hay sự hấp thu (Absorbance) bằng quang phổ kế (spectrophotometer) hoặc máy đọc ELISA ở độ dài sóng  ghi chú sẵn. Nên có ống chứng âm tính (khoảng 10 cái) để tính Absorbance trung bình của mẫu âm tính (0) và độ sai tiêu chuẩn (standard deviation, sd) .

Mẫu dương tính là mẫu có Absorbance  >  0 + 3sd.

Trong ngành hóa tế bào học (cytochemistry), hóa mô học (histochemistry) và mô học bệnh lý (histopathology) nên chọn những chất tạo ra sản phẩm trầm hiện có màu. Sản phẩm trầm hiện thường nằm ngay bên kháng nguyên giúp ta định vị trong mô hay tế bào.

2.2.3.1.    Hợp chất tạo màu cho HRPO
a) OPD (o-phenylenediamine). Hòa tan 40 mg OPD trong 1,5 ml methanol. Lấy 1 ml pha loãng với nước cất thành 100 ml. Trước khi dùng nhỏ vào 30 µl H2O2 (30%). Dưới tác động của HRPO, OPD sẽ biến thành hợp chất hòa tan có màu cam. 

Dùng H2 SO4  (8 M) để ngưng phản ứng và đọc mật độ quang học (optical density) ở 492 nm.

b) TMB (3,3'.5.5'-tetramethyl benzidine). Hòa tan 0,1 ml TMB trong 0,1 ml dimethyl sulfoxide (DMSO), thêm vào 9,9 ml sodium acetate (0,1 M). Thêm 30 µl H2O2 (30%) trước khi xài. HRPO sẽ biến TMB thành hợp chất hòa tan màu xanh nhạt. Đọc ở 370 hoặc 650 nm hay ngưng phản ứng với H2 SO4  (2 M) thành màu vàng đọc ở 450 nm.

c) ABTS (2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazoline)-6- sulfonic acid). Hòa tan 40 mg ABTS trong 100 ml nước cất. Thêm 30 µl H2O2 (30%) trước khi cho vào giếng. HRPO biến ABTS thành chất hòa tan màu xanh. Ngưng phản ứng bằng citric acid (0,1 M) và NaN3  đọc ở 415 nm hoặc bằng 1 % sodium dodecyl sulfate đọc ở  405 nm.

d) 4CN (4-chloro-1-naphthol). Dùng 0,3 gm 4-CN trong 10 ml ethanol rồi lấy 0,1 ml của dung dịch này cho vào 10 ml dung dịch đệm Tris. Thêm 30 µl H2O2 (30%) trước khi cho vào giếng. HRPO biến 4-CN thành chất trầm hiện màu xanh đen. Có thể rửa mẩu vật bằng dung dịch đệm phosphate sau khi có màu. Trầm hiện này tan trong cồn và xylene nên nó không thường được xài trong hóa mô học (histochemistry).

e) DAB  (3,3' Diaminobenzidine tetrahydrochloride, dihydrated). Hòa tan 6 mg DAB trong 10 ml dung dịch đệm Tris. Thêm 30 µl H2O2 ( 30%) trước khi cho vào giếng. HRPO biến DAB thành chất không hòa tan màu nâu. Trầm hiện này có thể ngăn tia điện tử khi nhuộm với Osmium tetroxide hoặc AuCl4 hữu dụng để xem dưới kinh hiển vi điện tử. 

f) AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole). Cho 0,4 mg AEC vào 100 ml dimethylformamide. Dùng 0,67ml của dung dịch  này với 10 ml sodium acetate (0,1 M). Thêm 30 µl H2O2 ( 30%) trước khi xài. HRPO biến AEC thành chất  trầm hiện đỏ.

2.2.3.2.   Hợp chất tạo màu cho Alkaline  Phosphatase
a) PNPP (p-nitrophenol phosphate). Cho 10 mg MgCl2 , 100 mg PNPP vào 100 ml dung dịch đệm Tris-HCl pH 8,1. Alkaline phosphatase sẽ biến PNPP thành hợp chất hòa tan có màu vàng nhạt. Ngưng phản ứng  bằng NaOH (2M) và đọc ở  405 nm.

b) NABP/NF (Naphthol-AS-B1-Phosphate/New Fuchsin). Hòa tan 1 mg NF trong 0,25 ml HCl (2N); Hòa tan 1 mg NaNO3 trong 0,25 ml nước cất; hoà tan 10 mg NABP trong 0,2 ml dimethyl formamide. Trộn dung dịch NF với dung dịch NaNO3 rồi thêm vào 40 ml dung dịch đệm Tris, pH 9,0 sau đó thêm dung dịch NABP vào hỗn hợp này và dùng trên mẫu vật. Alkaline phosphatase sẽ tạo hợp chất trầm hiện màu đỏ. Có thể rửa mẫu với dung dịch EDTA (20 mM).

2.2.3.3.   Hợp chất tạo màu  cho  -Glucosidase
a) ONPG (0-nitrophenyl beta  galactopyranoside). Hòa 0,9 mg ONPG vào 1 ml nước muối đệm với phosphate phosphate buffered saline, PBS) pH 7.5 chứa 0,2 g MgCl2 và 0,1 M  2-mercaptoethanol. Ngưng phản ứng bằng Na2CO3 (1 M) . Giếu tố này sẽ biến ONPG thành chất hòa tan có màu vàng. Đọc kết quả ở 410 nm.

b) BCIG (Bromochloroindolyl-beta-D-Galactopyranoside). Hòa tan 4,9 mn BCIG trong 0,1 ml dimethylformamide. Cho 0,1 ml của dung dịch này vào 10 ml PBS có chứa 1 mM MgCl2  và 3 mM potassium ferrocyanide. Cho vào mẫu. Trầm hiện sẽ có màu xanh dương. Có thể rửa mẫu với nước.

2.2.3.4.   Hợp chất tạo màu cho Urease
Bromcresol Purple. Cho urea và Bromcresol purple vào mẫu vật. Urease biến đổi nó thành chất hòa tan có màu tím. Đọc ở 590 nm.

2.3.   Đánh dấu bằng hợp chất phát huỳnh quang

Trình bày trong Bảng 2 là những hợp chất phát huỳnh quang thường được dùng để gắn với kháng thể hoặc phân tử protein. Dùng kháng thể huỳnh quang trong Thấm lọc miễn dịch (Immunoblot), Điểm miễn dịch (Immunodot), hóa mô (histochemistry), bệnh lý mô học (Histopathology). Mẫu vật cắt rất mỏng (10-15 ìm bề dày) cố định trên mặt kính (slide) hay treo lơ lửng trong giọt dung dịch đệm. Phản ứng miễn dịch đánh dấu được tiến hành ngay trên mặt kính hoặc chuyển mẫu từ giọt hóa chất này đến giọt hóa chất kế tiếp. Sau khi kháng thể gắn chất huỳnh quang được thêm vào, có thể rửa mẫu bằng dung dịch đệm và quan sát trực tiếp dưới kính hiển vi huỳnh quang.

Bảng 2: Hợp chất  phát huỳnh quang dùng trong phản ứng miễn dịch đánh dấu 



--------------------------------------------------------------------------------------------------------

Tên hợp chất                                    Sóng kích            Sóng phát           Màu

                                                            động , nm           quang, nm

---------------------------------------------------------------------------------------------------------

FITC (Fluorescein isothiocyanate)            495                      525                 Xanh lục   

Hoechst 33258                                            360                      470                 Xanh dương 

R-Phycocyanin                                            488                      525                 Đỏ cam

Quantum Red                                              488                      670                 Đỏ

Texas Red                                                   596                      620                 Đỏ    

TRITC (Tetramethyl rhodamine                552                      570                 Đỏ 

             Isothiocyanate  , TRITC)

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Hợp chất  phát huỳnh quang có thể được liên kết với kháng thể theo phương pháp của Goding (1976) như sau:

2.3.1.    Vật liệu:

  a)  Dung dịch đệm carbonate/bicarbonate pH 9,5, 1 lít

  b)  Kháng thể (1-20 mg/ml)

  c)  Chất phát huỳnh quang (Fluorochrome) như FITC hoặc TRITC

  d)  Sephadex G-25 (resin để dùng trong sắc ký lọc qua thạch, gel filtration)

  e)  PBS 0,02 M, pH 7 với 0,1 % NaN3  

2.3.2.   Cách làm:

Lọc thẩm thấu dung dịch kháng thể qua đêm với dung dịch đệm carbonate/bicarbonate. Hòa tan FITC hoặc TRITC trong DMSO. Nhỏ từng giọt dung dịch này vào dung dịch chứa kháng thể và để nguyên như vậy 2 giờ ở nơi tối và ở nhiệt độ trong phòng. Tách FITC hoặc TRITC còn ở dạng tự do ra khỏi hợp phức kháng thể-FITC hay kháng thể -TRITC trên cột Sephadex G-25 với PBS. Tách rửa (elute) dãi băng xuất hiện có màu, đó là vị trí của hợp phức. Giữ ở 4o C  trong bóng tối.

2.4.   Đánh dấu bằng huyền trọc vàng

Kháng thể liên kết với vàng hoặc protein A với vàng là hợp phức ở dạng huyền trọc (colloidal suspension). Một phương pháp đơn giản (Beesley,1985) mà những người muốn tự tay làm lấy có thể tiến hành như sau:

Tetrachloroauric acid , 1 %                          
  1,0 ml

            Sodium citrate, 1 %                                          4,0 ml

            Tannic acid, 1 %                                               0,5 ml

            Potassium carbonate, 25 mM                           0,5 ml

            Nước cất 3 lần (Triple distilled water)           94,0 ml

Trộn tất cả vào chung trong một bình thủy tinh (flask) đã tráng với silicon và quậy đều trên lò nóng (hot plate) ở 60o C. Trong vòng vài giây, dung dịch đổi sang màu đỏ rượu cho thấy sự tạo thành của phần tữ vàng. Nấu sôi thêm vài phút nữa rồi để hỗn hợp trở về nhiệt độ trong phòng. Muốn tạo phần tử vàng ở những kích thước khác nhau thì chỉ việc thay đổi nồng độ của tannic acid. Chẳng hạn, như 2 ml, 0,125 ml, 0,003 ml tannic acid để làm ra phần tử vàng dài 4 nm, 8 nm, 11 nm, theo thứ tự.

Kháng thể hoặc protein A có thể được gắn vào với phần tử vàng bằng cách trộn 100 µl  protein (1mg/ml) với 100 µl dung dịch vàng vừa hoàn tất trên đây. Thêm vào 0,5 ml dung dịch muối (10% NaCl) và huyền trọc phải có màu đỏ, nếu không thì phải tăng nồng độ protein lên. Ly tâm vận tốc 60.000 g trong 1 giờ ở 4o C (cho phần tử vàng dài 15 nm), hay 105.000 g trong 1,5 giờ cho phần tử vàng 2-12 nm. Thu hoạch phần chất đặc lắng dưới đáy rồi cho vào PBS ( 50 mM), pH 7,0 với 0,2 mg/ml polyethyleneglycol. Có thể trữ ở 4o C  trong 6 tháng đến 1 năm.

2.5.   Định nồng độ kháng thể bằng phản ứng miễn dịch đánh dấu 
Định lượng kháng thể trong mẫu máu thường là để theo dõi diễn tiến của sự chủng ngừa hoặc để đánh giá thuốc chủng. Nhờ vào đó chúng ta có thể biết thú đã được miễn dịch hay chưa. Nhưng sự xuất hiện của kháng thể chống lại một kháng nguyên nào đó ở thú chưa chủng ngừa thì lại là bằng chứng rằng thú đã từng bị lây nhiễm. Trong những trường hợp khó có thể tìm được tác nhân gây bệnh trong mẫu, xác định sự hiện diện của kháng thể cũng là cách để chứng minh là thú đã nhiễm bệnh, thí dụ như trường hợp siêu vi gây bệnh AIDS ở người.

Muốn định lượng kháng thể, ta cần ELISA ở dạng thức gián tiếp hay dạng bánh kẹp (sandwich ELISA) nhưng thử nghiệm đòi hỏi việc sử dụng kháng thể đánh dấu  chống lại IgG của riêng từng loài thú. Điều này khác hẳn với trường hợp đo lượng kháng nguyên  mà trong đó chỉ với một kháng thể đánh dấu  và một con thú làm cơ sở sản xuất kháng thể thứ nhất,  ta có thể lập được cả hệ thống thử nghiệm cho bất kỳ kháng nguyên nào ở bất kỳ con thú nào.

Giả dụ chúng ta chủng Pasteurella multicida vào heo để tạo kháng thể và ta đã có trong tay kháng thể chống lại IgG của heo liên kết với HRPO. Đương nhiên, ta có thể định kháng nguyên (vi trùng Pasteurella multocida) ở heo hoặc trâu bò nhưng bộ chẩn đoán chỉ có thể định tỉ lệ kháng thể chống lại Pasteurella multocida ở heo mà thôi. Kháng thể thứ nhất không cần dùng đến vì theo giả định nó phải đến từ mẫu máu thử nghiệm. Định lượng kháng thể ở máu trâu hay bò với bộ chẩn đoán này không thể tiến hành được vì chúng ta phạm quy luật về sự duy trì phản ứng dây chuyền giữa các thành phần được thêm vào trong thử nghiệm. Kháng thể đánh dấu ta dùng là kháng thể chống lại IgG của heo trong khi kháng thể đến từ mẫu máu mang IgG của một loài thú khác. Để vượt qua trở ngại này, chúng ta sẽ dùng đến Protein A hoặc Protein G liên kết với hợp chất đánh dấu thay vào vị trí của kháng thể chống lại IgG của heo đã được đánh dấu.

Protein A là thành phần của màng tế bào có trọng lượng phân tử khoảng 42.000 daltons, trích từ Staphylococcus aureus Cowan I (ATCC 12598). Mỗi kháng thể có hai chỗ bám cho protein A nằm trên đoạn Fc của chuỗi nặng (Heavy chain). Sự tương tác giữa protein A với kháng thể không làm thay đổi khả năng gắn nối của kháng thể với kháng nguyên. Protein A có ái lực mạnh với kháng thể của người, ngựa, bò, heo, thỏ, chuột bọ (guinea pig), chuột thí nghiệm (mouse) ngoại trừ cừu, dê và gà. Protein A liên kết với giếu tố, chất phát huỳnh quang và vàng đã có sẵn trên thị trường. Dùng nó để thay thế vào chỗ của kháng thể  đánh dấu sẽ làm thử nghiệm miễn dịch đánh dấu trở nên đa năng, thích hợp cho việc xác định kháng nguyên ở mọi loài và định lượng kháng thể ở những loài mà Protein A có ái lực cao với kháng thể của chúng.

Tương tự như vậy, Protein G được trích từ Streptococcus. Protein G có ái lực với kháng thể của dê, cừu, gà, chuột cống và những loài khác đã kể trên về protein A. Mô hình thích hợp để sử dụng protein A và Protein G trong phản ứng miễn dịch đánh dấu là: 

Dạng Gián Tiếp:

KN (X)  +  (Anti-X) KT * +  Protein A#—Giếu tố (HRPO, AP, Urease, Glucosidase)

KN(X)    +  (Anti-X) KT*   +  Protein A---Huỳnh Quang ( FITC, TRITC)

KN(X)    +  (Anti-X) KT*   +  Protein A---Vàng

Dạng Bánh Kẹp:

(Anti-X) KT   +  KN (X)  +  (Anti-X) KT*   +  Protein A—Giếu tố 

(Anti-X) KT   +  KN (X)  +  (Anti-X) KT*   +  Protein A---Huỳnh Quang

(Anti-X)KT    +  KN (X)  +  (Anti-X) KT*   +  Protein A---Vàng

( *   : Nếu dùng định lượng kháng thể, thành phần này sẽ đến từ mẫu máu của thú

          thử nghiệm 

#   :  Hoặc thay bằng Protein G)

2.6.   Tăng độ nhạy của phản ứng miễn dịch đánh dấu  
Độ nhậy (sensitivity) và giới hạn tìm thấy (detection limit) có thể thăng tiến nếu ta lợi dụng sự tương tác giữa biotin và avidin hay streptavidin. Mỗi phân tử avidin hay streptavidin có 4 chổ bám cho biotin. Do đo, nếu biotin gắn vào kháng thể và streptavidin hay avidin vào với hợp chất  đánh dấu, tín hiệu huỳnh quang, hay số lượng giếu tố sẽ tăng lên 4 lần nhiều hơn. Phương pháp gắn biotin vào kháng thể tiến hành như sau (theo Guesdon et al.,1979).

Đưa dung dịch kháng thể (10 mg/ml) về pH  8- 8,3 với NaHCO3 (0,1 M) rồi cho nó phản ứng với 0,1 M biotinyl-N-hydroxy succinimide ester (BNHS) ở tỉ lệ 1 ml dung dịch kháng thể với 57 µl dung dịch BNHS trong 1 giờ. Sau đó lọc thẩm thấu với 0,1 M NaHCO3 ở nhiệt độ tủ lạnh qua đêm hoặc lọc bằng cột Sephadex G-25. Khi dùng kháng thể nối với biotin, 3 dạng thức thử nghiệm tổng quát của phản ứng miễn dịch đánh dấu rút lại còn hai. 

Đó là dạng gián tiếp:

KN (X)    +   (Anti-X) KT(biotin)  +  Streptavidin—Giếu tố 

KN (X)    +   (Anti-X) KT(biotin)  +  Streptavidin— Chất Huỳnh Quang

KN (X)    +   (Anti-X) KT(biotin)  +  Streptavidin—Vàng

Và  dạng bánh kẹp:

(Anti-X) KT  +  KN(X)  +  (Anti-X) KT(biotin)  +  Streptavidin—Giếu tố 

Anti-X) KT   +  KN(X)  +  (Anti-X) KT(biotin)  +  Streptavidin—Chất Huỳnh Quang

Anti-X) KT   +  KN(X)  +  (Anti-X) KT(biotin)  +  Streptavidin—Vàng

Những thử nghiệm này chỉ dùng để định kháng nguyên mà thôi. Muốn định lượng kháng thể chúng phải được điều chỉnh lại thành:

KN(X)  +  KT (từ mẫu vật)  +  Protein A-Biotin  +   Streptavidin--Hợp chất đánh dấu 

3.   KHÁNG THỂ ĐƠN DÒNG
Mặt tiếp xúc (epitope) trên phân tử kháng nguyên được định nghĩa là nơi kháng thể  bám vào. Đây là phần của kháng nguyên còn lại sau khi bị hủy hoại bởi, và xuất hiện trên bề mặt của đại thực bào (macrophage). Bạch cầu B (xuất thân từ tủy xương), phối hợp với phụ bạch cầu T (T helper cell, trưởng thành ở tuyến thymus), tạo ra kháng thể có ái lực với kháng nguyên tại phần này. Mỗi mặt tiếp xúc có thể chỉ có vỏn vẹn  6 amino acids. Tương ứng với mỗi đoạn khác nhau mà mỗi đại thực bào xuất trình trên bề mặt của nó, sẽ là một tập đoàn bạch cầu B chế tạo kháng thể mang cùng ái lực với kháng nguyên tại mặt tiếp xúc đó. Một kháng nguyên vì thế kích thích sự tham dự của vô số tập đoàn bạch cầu B sản xuất ra những dòng kháng thể khác nhau chống lại kháng nguyên này. Điều này giải thích sự miễn dịch chéo (cross reaction) giữa một kháng thể với hai hoặc nhiều kháng nguyên nếu chúng mang những trình tự amino acids giống nhau. Muốn có được một kháng thể thật chuyên biệt, không gây phản ứng miễn dịch chéo, chúng ta phải tuyển lọc kháng thể để tìm được kháng thể gắn vào một mặt tiếp xúc đặc thù mà các kháng nguyên tương tự không có. Kỹ thuật cấy tế bào ung thư lai (hybridoma) nhắm vào mục tiêu sản xuất loại kháng thể đơn dòng và gồm những bước như sau.

3.1.   Tuyển chọn dòng tế bào        

Nguyên tắc của kỹ thuật này dựa vào sự tạo ra một tế bào lai mang cả hai đặc tính của cha mẹ, một  là khả năng truờng tồn như thường thấy ở tế bào ung thư bạch cầu (myeloma) và hai là khả năng sản xuất kháng thể loại - immunoglobulin. Nhưng trước hết chúng ta phải tìm một  phương cách  đơn giản để có thể phân biệt và loại trừ sự kết hợp giữa 2 tế bào lành, 2 tế bào ung thư. 

Khi tiến trình tổng hợp nucleic acids bị ngăn trở bởi kháng sinh aminopterin, tế bào phải sử dụng đến đường biến dưỡng cứu rổi (salvage pathway) nhờ vào hai giếu tố: Hypoxanthine - Guanine Phosphoribosyl Transferase (HGPRT) để tổng hợp purine (Guanine và Adenine) và Thymidine kinase để tổng hợp pyrimidine (Thymine và Cytosine). Nuôi bạch cầu ung thư (myeloma) của chuột trong môi trường có 8-azaguanine hay 6-thioguanine sẽ làm chúng mất khả năng chế tạo giếu tố HGPRT (HGPRT--). Tương tự, bạch cầu ung thư mất khả năng sản xuất giếu tố thymidine kinase (TK--) có thể tìm thấy nhờ ngẫu biến khi thêm bromodeoxyuridine vào môi trường nuôi cấy. Tạo bạch cầu ung thư  HGPRT-- và TK--  là điều cần thiết trước khi thực hiện việc ghép nó với bạch cầu lành. Bạch cầu lành ở lá lách hay trong hệ tuần hoàn thường được chọn làm đối tượng của sự ghép tế bào vì chúng chưa mất khả năng dùng đường biến dưỡng cứu rổi. Bạch cầu dùng để tạo kháng thể đơn dòng chống lại một kháng nguyên nào đó phải đuợc lấy từ thú nuôi đã trải qua thử thách với cùng loại kháng nguyên. 
Do đó, thú thường được tiêm chủng với kháng nguyên ít nhất 2 lần cách nhau 15 ngày để đưa đến sự gia tăng quần thể bạch cầu làm ra kháng thể nhắm vào những mặt tiếp xúc khác nhau trên kháng nguyên. Sự lai ghép tế bào ung thư với tế bào lành diễn ra vỏn vẹn trong vòng 2 phút với dung dịch PEG 1500 (polyethylene glycol 1500). Sau đó nuôi chúng trong môi trường có HAT (Hypoxanthine, Aminopterin, và Thymidine). Tế bào ghép từ 2 tế bào ung thư sẽ chết dần trong vòng 4 ngày vì không tổng hợp đuợc nucleic acids. Ngược lại, tế bào ghép từ hai bạch cầu lành cũng sẽ chết vì không có đặc tính trường cửu. Chỉ còn tế bào ung thư ghép với bạch cầu lành có cơ hội sống còn mãi mãi và tiếp tục nhiệm vụ tiết ra kháng thể.

3.2.   Thu hoạch tế bào tạo kháng thể đơn dòng

Duy trì tế bào lai ghép trong môi trường có HAT đến ngày thứ 5 rồi chuyển qua môi trường nuôi thường lệ với huyết thanh phôi thai bó, hypoxanthine và thymidine. Lúc này,  tế bào ung thư lai mọc thành từng cụm nhỏ và khoảng 10 - 14 ngày đã tạo ra đủ kháng thể mà ta có thể xác định bằng ELISA. Pha loãng tế bào để mỗi giếng nuôi trên đĩa nhựa chỉ chứa một vài tế bào. Bồi dưỡng tế bào bằng cách cho thêm vào giếng tế bào trích ra từ tuyến thymus ( feeder cells). Hút một ít môi trường từ mỗi giếng để đo kháng thể. Đến khi tế bào ung thư lai đã mọc đầy trong giếng, thu hoạch tế bào và trữ ở -70o C hoặc trong bình ni tơ lõng. Giữ lại môi trường đã nuôi vì đó là nguồn kháng thể. Với những thao tác trên đây, những tế bào trong cùng một giếng là nguồn sản xuất một dòng kháng thể chuyên biệt. Vì thế ta cần lập một sơ đồ (profile) để xác định và định danh kháng thể cho phản ứng miễn dịch với kháng nguyên mong muốn hoặc cho phản ứng chéo với kháng nguyên có cơ cấu tương tự.

3.3.   Sản xuất kháng thể đơn dòng
Tùy nhu cầu về khối lượng, chúng ta có thể sản xuất kháng thể đơn dòng bằng ba cách:

a) Nuôi cấy tiếp trên đĩa nhựa và cất giữ dung dịch đã xài  khi thay môi trường mới.

b) Thu hoạch kháng thể đơn dòng từ dịch ascites ở chuột. Tiêm vào xoang bụng chuột trắng dòng Balb/c 0,5 ml pristane/mổi con, 15-60 ngày trước khi cần. Pristane là một hydrocarbon no (alkane) có phân nhánh. Nó có khả năng gây khối u (plasmacytoma) và đè nén hoạt động của hệ miễn dịch. Tiêm vào xoang bụng chuột khoảng 106 tế bào ung thư lai. Trong vòng 2 tuần sau, bụng chuột sẽ căng lên vì dịch ascites. Hút  bằng ống chích và trữ dịch này vì nó chứa kháng thể đơn dòng ở nồng độ rất cao. Tiêm tế bào vào xoang bụng chuột cũng là cách để cứu  tế bào ung thư lai bị nhiễm trùng.

c) Nuôi cấy tế bào ung thư lai trong bình cấy sinh học (bioreactor). Đây là cách sản xuất vĩ mô và khối lượng có thể thay đổi từ 1, 2, 4 đến 10 lít với môi trường nuôi tế bào ung thư lai như khi nuôi cấy trên đĩa nhựa.

3.4.   Sử dụng kháng thể đơn dòng trong phản ứng miễn dịch đánh dấu 

Ba dạng thức tổng quát của thử nghiệm miễn dịch đánh dấu đều có thể thực hiện với kháng thể đơn dòng. Vì đây chỉ là sự thay thế kháng thể đa dòng bằng kháng thể đơn dòng để tăng tính chuyên biệt của thử nghiệm. Kháng thể đơn dòng (KTDD) có thể được đánh dấu trực tiếp ((Anti-X) KTDD-@ ) hoặc sử dụng chung với một kháng thể thứ cấp đã mang sẵn dấu đánh ((Anti-IgG chuột ) KT-@). Điều cần ghi nhớ khi sử dụng dạng thức gián tiếp của thử nghiệm miễn dịch đánh dấu là kháng thể thứ cấp liên kết với hợp chất đánh dấu phải là kháng thể chống lại - immunoglobulin của chuột (anti-mouse IgG antibody conjugate). Ta có thể áp dụng một trong những mô hình sau đây để xét nghiệm kháng nguyên cả về mặt định tính lẫn định lượng:

a) Dạng trực tiếp:                         

KN (X)   +    (Anti-X) KTDD—Giếu tố 

  
KN (X)   +    (Anti-X) KTDD—Huỳnh Quang

 
KN (X)   +    (Anti-X) KTDD--Vàng

b) Dạng gián tiếp:  

Những dạng thức này trình bày, theo thứ tự, với kháng thể thứ cấp chống lại IgG của chuột, kháng thể đơn dòng gắn với biotin để tăng độ nhậy phản ứng và nhóm đánh dấu gắn với protein A hay protein G để không vướng bận về vấn đề kháng thể phải chống IgG chuột. Trong những dạng thức này, streptavidin có thể thay bằng avidin và protein G có thể thay chỗ của Protein A.

Kháng thể thứ cấp có đánh dấu:
KN(X)    +  (Anti-X) KT DD   +  (Anti-IgG chuột) KT @     

Tăng độ nhậy với biotin/streptavidin

KN(X)    +  (Anti-X) KT DD (biotin)  +  Streptavidin –@ 

Tránh sự chuyên biệt theo loài (Species specificity) gây bởi IgG.

 
KN(X)    +  (Anti-X) KT DD   +   Protein A --@ 

c) Dạng bánh kẹp:

NHÓM 1 :Hai kháng thể đơn dòng

Dạng thức trong Nhóm 1 bao gồm những trường hợp kháng thể đơn dòng được đánh dấu trực tiếp, gắn biotin để tăng độ nhậy phản ứng hoặc dùng liên kết của protein A với hợp chất đánh dấu. Kháng thể đơn dòng trước và sau kháng nguyên  phải đến từ hai dòng khác nhau. 

Kháng thể thứ cấp có đánh dấu:

(Anti-X) KTDD  + KN (X)  +  (Anti-X) KTDD--@Giếu tố

Tăng độ nhậy với biotin/streptavidin:

(Anti-X) KTDD  + KN (X)  +  (Anti-X) KTDD(biotin) + Streptavidin--@

Tránh sự chuyên biệt theo loài gây bởi IgG:

 
(Anti-X) KTDD  + KN (X)  +  (Anti-X) KTDD   +  Protein A--@ 

NHÓM 2 : Kháng thể đơn dòng và đa dòng 

Nhóm 2 sử dụng kháng thể đơn dòng và đa dòng trong cùng thử nghiệm. Trong đó kháng thể đơn dòng được ngoại hấp vào mặt cứng trước tiên. Dạng thức này thích hợp khi dùng hỗn hợp kháng nguyên mà không muốn tinh lọc thứ ta cần trong thử nghiệm. Ở đây, kháng thể đa dòng tăng cường độ phản ứng bằng cách tối đa hóa sự gắn kết với những mặt tiếp xúc trên kháng nguyên.

Kháng thể thứ cấp có đánh dấu:

 
(Anti-X) KTDD  + KN (X)  +  (Anti-X) KT--@ 

Tăng độ nhậy với biotin/streptavidin:

 
(Anti-X) KTDD   + KN (X) +  (Anti-X) KT(biotin)   + Streptavidin--@ 

Tránh sự chuyên biệt theo loài gây bởi IgG:

(Anti-X) KTDD  + KN (X) +  (Anti-X) KT    +  Protein A--@

NHÓM 3 : Kháng thể đa dòng và đơn dòng 

Trong Nhóm 3, kháng thể đa dòng được huy động để bắt giữ kháng nguyên, nhất là khi số lượng kháng nguyên quá nhỏ hoặc hiếm khi tìm thấy trong mẫu. Kháng thể đơn dòng đưa vào trên kháng nguyên vì chúng ta dự tính xác minh sự hiện diện của một mặt tiếp xúc (epitope) nào đó. Dạng thức này thích hợp để dò tìm sự mất mát hay thay đổi bề mặt tiếp xúc gây bởi ngẫu biến trên phân tử protein. Huyết thanh chứa kháng thể đa dòng (Anti-X) KT cần được tinh lọc.  

Kháng thể thứ cấp có đánh dấu:

 
(Anti-X) KT  +  KN(X)  +  (Anti-X) KTDD + (Anti-IgG chuột) KT –@

Tăng độ nhậy với biotin/streptavidin:

 
(Anti-X) KT  +  KN(X)  +  (Anti-X) KTDD (biotin) +  Streptavidin—@ 

Tránh sự chuyên biệt theo loài gây bởi IgG:

 
(Anti-X) KT  +  KN(X)  +  (Anti-X) KTDD + Protein A--@ 

3.5.   Nhu cầu thiết bị và vật tư

Sản xuất kháng thể đơn dòng và bảo quản tế bào ung thư lai rất tốn kém. Phí tổn nặng nhất là môi trường nuôi cấy RPMI, huyết thanh phôi thai bò. Phòng thí nghiệm có thể được trang bị với tủ cấy an toàn sinh học (Biosafety cabinet) hoặc tủ cấy có không khí lọc qua màng HEPA (clean bench, laminar flowhood), lò ủ 37o C với hơi CO2, kính hiển vi ngược (inverted microscope), tủ lạnh loại thường dùng ở nhà và tủ lạnh -70o C (biofreezer), bình trữ ni tơ loãng và nuôi chuột balb/c. Ngăn ngừa nhiễm trùng các nguồn tế bào là một vấn đề quan trọng. Xây dựng cơ sở để nghiên cứu, sản xuất và sử dụng tế bào ung thư lai cũng là một cách chuẩn bị để đi vào việc nghiên cứu và sản xuất thuốc chủng siêu vi. 

4.   KHÁNG THỂ SIÊU VI (PHAGE ANTIBODY)
Từ năm 1975, nuôi cấy tế bào ung thư lai (hybridoma), khởi xướng bởi G. Kohler và C. Milstein, là cách duy nhất để làm ra kháng thể đơn dòng. Mỗi dòng phản ứng với một mặt tiếp xúc nào đó trên phân tử kháng nguyên. Điều giới hạn của kỹ thuật này là chi phí cao và chỉ có thể sản xuất từ chuột. Tạo kháng thể đơn dòng trên người hoặc các loài thú khác vẫn còn nhiều trở ngại. Tiến bộ về kỹ thuật cấy gen (gene cloning) đưa đến một cuộc cách mạng mới chẵng những là trong sự sản xuất kháng thể ở khối lượng lớn mà còn ở trong lãnh vực tạo kháng thể đơn dòng. Ái lực giữa kháng thể và kháng nguyên cũng có thể lựa chọn tùy ý được. McCafferty, Griffiths, Winter và Chriswell đặt tên cho loại kháng thể này năm 1990 là kháng thể siêu vi (phage antibody). Trong hoàn cảnh eo hẹp về ngân sách khảo cứu, thiết bị và vật tư, sự áp dụng kỹ thuật này ở Việt Nam hay những xứ đang phát triển khác là điều đáng làm vì nó có thể đáp ứng hầu hết những nhu cầu về kháng thể cho những thử nghiệm miễn dịch, nhu cầu về ly trích hợp chất sinh học và đẩy mạnh khảo cứu cơ bản trong ngành Thú y Chăn nuôi. Tiện nghi trong sản xuất kháng thể và nhẹ phí tổn trong vấn đề bảo quản là những điểm mạnh của kỹ thuật này.

Như ta đã biết kháng thể là một  -immunoglobulin có cấu trúc hình chữ Y gồm hai chuổi nặng (Heavy chain) với trọng lượng phân tử 55.000 daltons và hai chuỗi nhẹ (Light Chain) với trọng lượng phân tử 25.000 daltons nối với nhau bằng cầu S---S. Phần thân của chữ Y là vùng có trình tự amino acids không thay đổi và chứa chổ gắn kết với protein A. Mỗi phân tử - immunoglobulin có hai chỗ bám cho kháng nguyên nằm trong rãnh giữa hai chuỗi nhẹ và chuổi nặng gần đỉnh của hai nhánh của chữ Y (xem Hình 2).

Mỗi phân tử kháng nguyên bám vào ba vùng trên chuỗi nặng và 3 vùng tương ứng trên chuổi nhẹ. Sáu vùng này ở mỗi nhánh được gọi là vùng quyết định tương tác (complementarity determining regions, CDR) và có trình tự amino acids thay đổi nhiều nhất trong phân tử của kháng thể: vùng siêu biến  (hypervariable). Dưới tác động của papain, cấu trúc hình Y bị cắt đứt ngay khớp nối tạo thành hai đoạn Fab và một đoạn Fc. Tuy nhiên, mỗi đoạn Fab vẫn không mất khảnăng bám giữ kháng nguyên. Nối kết tín hiệu di truyền của những vùng CDR của chuỗi nhẹ (VL ) và chuỗi nặng (VH ) qua một gạch nối để tạo sự đàn hồi  (Gly4-Ser )3 và chuyển vào E . coli, người ta đã tái tạo được cơ cấu của đoạn Fab với hai thành phần VL và VH  cùng nằm trên một chuỗi thẳng với khả năng bám kết kháng nguyên  còn nguyên vẹn. Sản phẩm này được gọi là Kháng Thể Chuỗi Đơn (Single chain antibody, scFv). Với kích thước nhỏ, kháng thể chuỗi đơn xuyên qua được màng tế bào và là một công cụ hữu dụng trong những nghiên cứu chống ung thư. Nó có thể trung hòa được kháng nguyên nằm bên trong tế bào hoặc dùng để chuyển độc tố đến tế bào ung thư và bám vào để tiêu hủy khối u.

4.1.   Kháng thể siêu vi

Siêu vi dùng trong kỹ thuật này là siêu vi fd hoặc M13, gây nhiễm vi trùng hình que E. coli. Toàn bộ DNA của siêu vi nằm trên cùng một sợi hình vòng chứa trong phần đầu của siêu vi với đường kính khoảng 65 và chiều dài tính đến chân là khoảng 1 µm. Protein từ gen III (g3p) là protein cần cho sự gây nhiễm ở E. coli. Mỗi siêu vi mang từ 3-5 bản sao của protein này và chúng xuất hiện trên bề mặt của siêu vi. Siêu vi fd hoặc M13 điều động sự tổng hợp DNA một cách trực tiếp hoặc qua plasmid. Do đo, nó là một trung gian thuận lợi cho sự chuyển gen. McCafferty và các cộng sự viên đã thành công trong sự chuyển gen của kháng thể chuỗi đơn qua siêu vi ở vi trí giáp cận với gen của protein g3p. Cả hai nhóm protein g3p và trình tự amino acid của vùng siêu biến trên hai chuỗi  nhẹ (VL) và nặng (VH) đều được biểu lộ trên bề mặt của siêu vi. Siêu vi này mang đặc tính của một kháng thể và do đó được mang tên là kháng thể siêu vi (Phage antibody).
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Hình 2: Cấu Trúc Của  -Immunoglobulin

4.2.   Sàng lọc sinh học 

Trong nghiên cứu của McCafferty và cộng sự viên (1990), tập hợp gen của kháng thể chuỗi đơn đến từ những quần thể gen của bạch cầu làm ra kháng thể chống lysozyme.
Mỗi bạch cầu có trình tự amino acids ở vùng siêu biến VL và VH  riêng. Do đó, khi gen của kháng thể chuỗi đơn chuyển vào siêu vi của E.coli, mổi siêu vi mang một trình tự amino acids  của vùng VL và VH  khác nhau. Nói một cách khác, mỗi phần tử siêu vi là một kháng thể đơn dòng. Để tách rời kháng thể đơn dòng có ái lực với lysozyme ra khỏi hỗn hợp siêu vi, kháng thể siêu vi cần được tuyển chọn bằng phương pháp sàng lọc sinh học (biopanning). Đây chính là một dạng của sắc ký ái lực (affinity chromato-graphy)  nên có thể thực hiện trên mặt cứng như giếng của đĩa nhựa, ống nghiệm hay trên cột. Phủ mặt cứng với một lớp kháng nguyên rồi đổ dung dịch siêu vi vào. Sau một thời gian, đổ bỏ dung dịch và rửa mặt cứng nhiều lần với dung dịch đệm. Kháng thể siêu vi mang đặc tính chống lại kháng nguyên, nếu có, đã bị cố định trên mặt. Thu thập những kháng thể siêu vi bằng  cách tách rửa mặt cứng với dung dich đệm có pH thấp (pH 2) hoặc đổ ngập mặt giếng với dung dịch chứa nhiều kháng nguyên. Nuôi cấy E. coli và dùng nó để nhân giống siêu vi.

Kháng thể siêu vi là kháng thể đơn dòng nên có thể dùng nó để tăng sự chuyên biệt của thử nghiệm dựa vào phản ứng miễn dịch đánh dấu với điều kiện là kháng thể  thứ cấp liên kết với hợp chất đánh dấu  phải là kháng thể chống lại E. coli. Một dạng thức chung mà ta có thể sử dụng là:

KN (X)   +   Kháng thể  siêu vi  + (Anti-E.coli) KT---Giếu tố 

KN (X)   +   Kháng thể siêu vi   + (Anti-E.coli) KT---Huỳnh Quang

KN (X)   +   Kháng thể  siêu vi  + (Anti-E.coli) KT---Vàng

Nếu không dùng kháng thể chống E. coli đánh dấu, ta có thể thay thế nó bằng a) Protein A-hợp chất đánh dấu, hoặc b) kháng thể chống E. coli và kháng thể thứ ba đuợc đánh dấu và chống lại IgG của loài thú mà ta đã dùng để tạo ra kháng thể chống E. coli. 

4.3.   Sản xuất kháng thể siêu vi

Ta có thể nhân giống siêu vi mang kháng thể mong muốn và thu hoạch trong vòng 1 ngày ở những khối lượng ta muốn tùy theo khối lượng E. coli mà ta nuôi cấy. Một khi đã có E. coli trong ống nghiệm, bình thủy tinh hoặc thùng cấy, ta sẽ gây nhiễm nó với siêu vi và thu thập kháng thể sau 4-5 giờ. Sự sản xuất, do đó, rất ít tốn kém. E. coli mọc dễ dàng trong môi trường LB với Bacto-tryptone (10 g/l), ly trích men (yeast extract) (5g/l) và muối ăn NaCl (5 g/l). Sản xuất kháng thể và bảo quản siêu vi cùng với E. coli vì thế có thể thực hiện đuợc với trang bị thông thường của phòng thí nghiệm vi trùng học.

4.4.   Lập thư viện kháng thể siêu vi

Một đặc trưng của kỹ thuật tạo kháng thể siêu vi là chúng ta có thể dùng những siêu vi này để tuyển chọn kháng thể chống lại nhiều kháng nguyên khác, ngay cả những kháng nguyên mà ta không hề nghĩ tới lúc ban đầu, qua sàng lọc sinh học. Tổng thể của những siêu vi làm ra được bởi McCafferty và cộng sự viên (1990) gọi là một thư viện trong đó đa số sẽ là siêu vi mang kháng thể chống lại lysozyme, vì nguồn của tập thể gen lấy từ bạch cầu tạo kháng thể chống lại lysozyme. Xác suất tìm thấy những kháng thể chống lại một số những kháng nguyên khác có thể thấp vì sự thiên lệch (bias) của thư viện về phía kháng thể chống lysozyme. Các nhà nghiên cứu đồng ý rằng thư viện giữ những tín hiệu di truyền vùng VL và VH  của kháng thể sẽ hữu dụng hơn trong sự tuyển chọn kháng thể chống lại những kháng nguyên mới nếu chúng ta bắt đầu với một sưu tập đa dạng, chẳng hạn như từ bạch cầu ở tĩnh mạch ngoại biên, bạch cầu từ hạch bạch huyết, từ lá lách v.v… hoặc từ nhiều cá thể, nhất là nguời hay thú chưa chủng ngừa.

Trong nghiên cứu của Sheets (Sheets và cộng sự viên,1998), họ thu thập tổng thể RNA từ lá lách của 3 người  khác nhau và hai mẫu bạch cầu từ tĩnh mạch ngoại biên. Họ dùng PCR (polymerase chain reaction) để nhân giống những chuỗi DNA mang tín hiệu của chuỗi nhẹ (VL) và nặng (VH)  rồi tồn trữ chúng riêng rẽ trong 2 loại plasmids. Khi cần, VL  và VH  từ hai tiểu thư viện sẽ được dùng để tổng hợp gen của kháng thể chuỗi đơn (scFv) và chuyển gen vào siêu vi của E. coli. Với phương pháp này họ đã đạt đến tiềm năng sản xuất 6,7 tỹ loại kháng thể khác nhau.

Như ta đã biết, một mặt tiếp xúc (trên kháng nguyên) với một kháng thể có thể chỉ liên quan đến vài amino acids. Điều này đưa đến sự khả thi của những kế hoạch xây dựng thư viện giữ tín hiệu di truyền của tất cả tổ hợp mang 8 - 20 amino acids trong chuỗi. Trong cách này, hầu như mọi kết hợp ngẫu nhiên của amino acids đều hiện diện, gia tăng cơ hội tuyển chọn kháng thể hoặc protein chống lại kháng nguyên mang bất kỳ tổ hợp amino acids nào trong chuỗi. Kháng thể siêu vi chế tạo theo thể thức này do đó mang tên là hiển thị siêu vi (Phage Display) thay vì kháng thể siêu vi (Phage antibody). Điển hình là Phage display của hảng New England Biolab, Massachussetts dùng siêu vi M13 của E. coli và Yeast Display của Invitrogen dùng men saccharomyces (DeFrancesco,1999). Thiết kế hiển thị siêu vi tương đối dễ dàng hơn vì chỉ cần chuyển gen của những tổ hợp amino acids vào ký chủ trung gian (siêu vi hay men) thay vì toàn bộ gen của kháng thể chuổi đơn.

5.   KẾT  LUẬN

Trong trận dịch cúm gia cầm vừa qua ở Việt Nam, chúng ta đã tích cực phấn đấu để chận đứng sự lan tràn của dịch. Sự tham gia của giới hữu trách và các trường sở Thú y Chăn nuôi đã được ghi nhận là rất đáng kể. Đáng lý chúng ta còn có thể làm được nhiều hơn thế nữa nếu chúng ta đã có cơ sở thử nghiệm để phân biệt thú bệnh, thú chưa nhiễm bệnh và thú có vẻ lành mạnh nhưng đang tiết ra siêu vi. 

Ở thời điểm khi dịch mới phát, có được một thử nghiệm chẩn đoán nhanh, chính xác và có thể thực hiện ở điều kiện ngoài đồng, hay trong trại nuôi là thiết yếu. Nhưng chúng ta đã không thực hiện. Vì vậy, chuyên gia Thú y và các trường sở trong ngành đã không hỗ trợ chiến dịch khoanh vùng diệt trọn với một cơ sở khoa học và không thật sự đóng góp vào sự giảm thất thoát kinh tế do sai lầm trong chẩn đoán (nhất là khi không dùng thử nghiệm). Thú nuôi có thể bị hy sinh một cách oan uổng vì quyết định tiêu trừ chỉ dựa vào triệu chứng, một điều mà chúng ta thừa biết rằng những triệu chứng tổng quát ở gà bị cúm rất khó phân biệt với một số những bịnh khác ở gia cầm như New Castle Disease (NCD), Dịch tả gà (Fowl Cholera), Infectious Coryza, Infectious Serositis, Avian Chlamydrosis, và sưng khí quản do siêu vi (Infectious Bronchitis).

Sự tái xuất hiện của siêu vi cúm H5N1 ở gia cầm và heo ở  Indonesia (Cyranosky, 2005) và chợ gà vịt sống ở Trung Quốc (Chen et al.,2005) trong vùng đã chủng ngừa đưa đến nghi ngờ về chất lượng của thuốc chủng hoặc là đã có sự phụ nhiễm với một chủng siêu vi cúm khác với H5N1. Với số lượng thuốc chủng từ Trung Quốc nhập ồ ạt vào xứ ta, chúng ta cűng cần đặt nghi ngờ nếu chúng ta đã chủ động được sự thử nghiệm về an toàn và khả năng tạo miễn dịch của thuốc chủng trước khi sử dụng.

Không có thử nghiệm chẩn đoán chúng ta đã không theo dõi được sự tiến hóa của siêu vi. Vào cuối năm 2002, siêu vi cúm H5N1 có độc lực cho cả gà và vịt nuôi. Những  siêu vi phân lập vào khoảng cuối năm 2003 đến đầu năm 2004 chỉ gây độc lực trên gà và không ảnh hưởng đến vịt ( Sturm-Ramirez et al., 2005). Siêu vi cúm H5N1 gây lây nhiễm ở thú thường có chứa nhiều nòi (variants) khác nhau của cùng một chủng. Khi vịt bị lây nhiễm, một số bị chết nhưng số còn lại lấy được miễn dịch đối với nòi chủ tính. Triệu chứng bệnh biến mất nhưng vịt trở thành nguồn dự trữ siêu vi. Chúng vẫn tiếp tục thải ra siêu vi đến ngày thứ 17 sau khi nhiễm bệnh và những siêu vi này luôn mang độc lực cao đối với gà (Hulse-Post et al.,2005). Nếu chúng ta theo dői tình trạng miễn dịch ở vịt và lấy mẫu đều đặn cho thử nghiệm, có lẽ chúng ta đã có thể cắt đứt mối nguy cơ lan truyền bệnh từ những con vịt ‘khoẻ mạnh’ này từ lâu.

Với một kháng thể đánh dấu làm nền, chúng ta có thể xây dựng cả một hệ thống thử nghiệm dựa theo dạng thức gián tiếp để truy tìm mầm bệnh, định lượng kháng thể trong huyết thanh, theo dõi tình trạng miễn dịch ở thú và đánh giá khả năng bảo vệ thú của thuốc chủng. Nâng cấp khả năng chẩn đoán tạo cơ hội cho ngành Thú y Chăn nuôi cập nhật hóa với những kỹ thuật phổ biến hiện nay như ELISA, thấm lọc miễn dịch, điểm miễn dịch, kháng thể huỳnh quang (fluorescent antibody) hay định vị kháng nguyên trong tế bào bằng kính hiển vi điện tử; đẩy mạnh những hoạt động nghiên cứu và giáo dục. Ngành Thú y Chăn nuôi sẽ làm tốt hơn trong những dịch vụ phục vụ kỹ nghệ nuôi thú, đối phó với dịch bệnh và góp phần xây dựng cơ sở khoa học trong những quyết định có tầm cỡ quốc gia về kiểm soát, bảo vệ hay tiểu trừ thú bệnh.

Áp dụng kỹ thuật kháng thể đơn dòng giúp nâng cao giá trị của thử nghiệm miễn dịch vì tính chuyên biệt của kháng thể. Tuy đầu tư vào kỹ thuật này đòi hỏi nhiều chi phí, nhưng kháng thể đơn dòng rồi sẽ phải được sử dụng để giải quyết những vấn đề chi tiết trong chẩn đoán do phản ứng miễn dịch chéo và trong sự sàng lọc những hợp chất sinh học cần đến ái lực miễn dịch.
Kháng thể siêu vi đem lại cho chúng ta một lựa chọn mới đó là sự sản xuất kháng thể có thể thực hiện trong phòng thí nghiệm không cần đến tiêm chủng vào thú và xữ lý huyết thanh. Nguồn kháng thể phong phú và rẻ tiền này sẽ rút ngắn thời gian cần để xây dựng thử nghiệm chẩn đoán mới và đẩy mạnh nghiên cứu về cơ nguyên miễn dịch. 

TÀI LIỆU THAM KHẢO

1. Beesley, J. E. 1985. Colloidal gold: A new revolution in marking cytochemistry. Proceedings, Royal Micro. Soc. 20: 187-196.

2. DeFrancesco, L. 1999. Phage display alternative. Invitrogen yeast display vector. The Scientist 13 (10): 17 May 10,1999.

3. Goding, J, W. 1976. Conjugation of antibodies with fluorochrome: modification to the Standard methods. J. Immunol. Methods 13: 215-226.  

4. Guesdon, J. L.; Ternynck, T. and Avrameas, S. 1979. The use of avidin-biotin                    

Interactions in immunoenzymatic techniques. J. Histochem. Cytochem. 27 : 1131-1139. 

5. Harlow, E. and  D. Lane. 1988. Antibodies, A laboratory manual. Cold Spring, Harbor Laboratory. 726 pp.

6. Hulse-Post, D.J.; Sturm-Ramirez, K.M.; Humbert,J.; Seiler, P.; Govorkova, E.A.; Krauss, S. 2005. Role of domestic ducks in the propagation and biological evolution of highly pathogenic H5N1 influenza virus in Asia. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 102 : 10,682-10,687.

7. Liddell, J.E. and A. Cryer. 1991. A practical guide to monoclonal antibodies. John Wiley & Sons, 188 pp.

8. Lowman, H.B.1997. Bacteriophage display and discovery of peptide leads for drug Development. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26 : 401-424. 

9. McCafferty, J.; Griffiths, A.D.; Winter, G.and D.J.Chriswell. 1990. Phage antibodies: Filamentous phage displaying antibody variable domains. Nature 348:552-554. 

10. New England Biolabs (undated). Ph. D-12. Phage Display peptide library kit. Catalog # 8110, version 2.5.

11. O’Sullivan, M.J.; Gnemmi, E.; Chreregatti,G.; Morris, D.; Simmonds, D.; Simmons,M.; Bridges,J.W. and V. Mark. 1979. The influence of antigen properties on the Conditions required to elute antibodies from immunosorbents. J. Immunol. 30 : 127-137.

12. Sheets, M.D.; Amersdorfer, P.; Finnern, R.; Sargent, P.; Lindqvist, E.; Scher, R.; Hemingen, G.; Wong, C.; Gerhart, J.C. and J.D.Marks. 1998. Efficient construction of a large Non-immune phage antibody library: The production of high affinity human Single chain antibodies to protein antigens. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 95:6157-6162.

13. Sturm-Ramirez, K.M.; Hulse, D.J.; Govorkova,E.; Humbert, J.; Seiler, P.; Puthavatham, P. 2005. Are ducks contributing to the endemicity of highly pathogenic H5N1 Influenza virus in Asia? J. Virology  79: 11269-11279.

14. Webster, R.G.; Peiris, M.; Chen, H. and Guan, Y. 2006. H5N1 outbreaks and enzootic influenza. Biodiversity 7 : 51-55.

PAGE  
- 2 -

